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論文内容の要旨
[目的]
神経伝達物質の放出は、脱分極後、 Ca 2 +チャンネルから細胞内に流入した Ca 2 + によってシナプス小胞とシナプス
前膜とが融合することにより引き起こされるo この過程には、 Ca 2 +濃度を感知して神経伝達物質の放出を制御する
Ca 2 + センサーとして機能する分子が存在すると考えられている。最近、 C2 領域と呼ばれる Ca 2 +結合領域を二つ有
する一群の蛋白質が Ca 2 +センサーとして関与していることが明らかになりつつある。このグループに属する蛋白質
として、私共の研究室は Rabphilin-3A および Doc 2 を、他の研究室はシナプトタグミンを見い出しており、実際
に、神経伝達物質の放出の調節分子として機能していることを報告しているo したがって、これらの蛋白質の機能を
詳細に解析することにより、神経伝達物質の放出機構が明らかになると期待される。特に、脳におけるこれらの蛋白
質の発現分布を知ることは、その機能を考える上で重要な情報となるo
C2 領域を二つ有する一群の蛋白質の中でもシナプトタグミンおよび Rabphilin-3A に関してはその脳での発現
分布について既に報告があるo 一方、 Doc 2 に関しては、脳での発現分布についての解析はされていない。 Doc 2 は、
ヒトにおいて Doc2α および Doc2β の 2 種類の蛋白質が見出されており、 Doc2α は脳で特異的に、 Doc2β はほとん
どすべての組織で発現している。そこで、本研究において、私は、脳で特異的に発現している Doc2α に注目して、
マウス Doc2α の cDNA をクローニングし、 in situ ハイプリダイゼーション法を用いてマウス脳での Doc2α の発現
分布を検討することとしたo
[方法ならびに成績]
1)マウス Doc2α の cDNA のクローニング マウス脳由来 cDNA ライブラリーより、ヒト Doc2α の配列をもとに
合成したプライマーを用いて PCR 法を行い、マウス Doc2α の cDNA 断片を得た。さらに、この cDNA 断片をプロー
プとして同じ cDNA ライブラリーのスクリーニングを行ったo その結果、 405 アミノ酸から成る推定分子量44 ，547
の蛋白質をコードする cDNA 断片を得た。予測されるアミノ酸配列はヒト Doc2α の配列と92%一致し、マウスとヒ
トの間では Doc2α の一次構造が高度に保存されていることが明らかになったo
2) ノーザンハイブリダイゼーション法による解析 マウスにおける Doc2α の mRNA の組織分布をノーザンハイブ
リダイゼーション法により調べた。プロープは、マウス Doc2α の cDNA 断片を鋳型として、ランダムヘキサマー法
により 32p 標識した DNA を用いたo その結果、マウスにおいてもヒトと同様に脳で特異的に発現していた。また、
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Doc2α の mRNA は、大脳で強く発現しているのに対し、小脳では発現していなかった。一方、 Doc2α の cDNA の
それぞれの鎖に特異的な RNA プロープを用いてノーザン解析を行ったところ、 Doc2α をコードする mRNA 以外に
逆方向の転写物も存在することが明らかになったo
3) 11 situ ハイプリダイゼーション法による解析 1 situ ハイプリダイゼーション法により詳細な Doc2α の mRNA
の脳内分布を調べた。プロープはマウス Doc2α の cDNA の 3 '非翻訳領域を含む断片を鋳型として、 in vitro 転写
によりおS 標識した RNA を用いたo また、マウス脳切片は、摘出直後に凍結した成体マウスの脳から作製した。 In
situ ハイプリダイゼーション後の切片は、ミクロオートラジオグラフィーの後、暗視野顕微鏡下で観察したo その結
果、 Doc2α の mRNA は、海馬や大脳皮質の神経細胞が多く存在する領域では検出されるが、脳弓や小脳の白質な
どのグリア細胞が多く存在する領域では検出されないことから、神経細胞特異的に発現していることが明らかになっ
たo 終脳では、嘆球、海馬、大脳皮質、扇桃体において発現が認められ、特に嘆球の内頼粒神経細胞、海馬錐体細胞、
歯状回頼粒細胞では強L、発現が観察されたが、線状体では発現が認められなかったo 間脳では、視床下部腹内側核で
強い発現が認められたが、背側視床での発現は弱く、腹側視床では発現が認められなかったo 一方、中脳、脳幹およ
び脊髄での発現は弱く、小脳では全く発現していなかったo
[総括]
私は本研究により、マウス Doc2α の cDNA をクローニングしてその一次構造を明らかにすると共に、その組織分
布について検討した。その結果、マウスとヒトの間で Doc2α の一次構造は高度に保存されており、かっその発現は、
ヒトと同様、脳特異的であることを明らかにしたo さらに、マウス脳の In situ ハイプリダイゼーション法による解
析の結果、 Doc2α は脳内において神経細胞でのみ発現してること、および、嘆球、海馬、大脳皮質、扇桃体および
視床下部腹内側核で強く発現しているのに対し、線状体、腹側視床、および小脳では発現していないことを明らかに
したo 最近、本研究により明らかとなったマウス Doc2α の cDNA をもとに得られたゲノム DNA を用いて Doc2α
遺伝子欠損マウスが作製された。このマウスは、本研究において Doc2α の強い発現が認められた海馬において、神
経伝達物質の放出に異常があり、記憶形成の基礎過程と考えられている長期増強が障害されていたo 実際、このマウ
スでは記憶形成に異常があることが行動学的解析により確認されている。以上のことから、 Doc2α が神経細胞にお
いて神経伝達物質の放出に関与し、この機能を通じて個体レベルでの記憶形成に関係していることが示された。また、
本研究により明らかとなった Doc2α の脳内分布は、既に報告されているシナプトタグミンや Rabphilin-3A の脳内
分布とは異なっている。これまでの神経細胞の電気生理学的解析により、神経伝達物質の放出には複数個の Ca 2 +セ
ンサーが存在すると考えられていることから、各神経細胞により異なった Ca 2 +センサーの組み合わせが存在し、そ
の結果、神経細胞の多様性が形成される可能性がある。
論文審査の結果の要旨
本申請者は、 C2 様ドメインを 2 個有する蛋白質 Doc2を見い出している。 Doc2には、 Doc2α と一 β の 2 個のアイ
ソフォームが存在するが、本申請者は、 Doc2α が神経組織特異的に発現していることを明らかにしている。本研究
では、さらに、 111 situ hybridization 法を用いて Doc2α のマウス脳内分布を明らかにしており、特に、海馬 CA3領
域錐体細胞においては、 2 個のアイソフォームのうち Doc2α のみが特異的に発現していることを見い出した。その
後、この結果に基づき、 Doc2α 遺伝子欠損マウスのシャツファー側技(海馬 CA3領域錐体細胞-CAl領域錐体細胞)
の神経生理学的解析が行われ、 Doc2α が神経伝達物質放出の調節を介してシナプスの可塑性に関与することが明ら
かになった。本研究をはじめとする本申請者の一連の研究成果により、現在、 Doc2α はシナプス伝達の調節因子と
して高次神経機能の制御に機能する分子として注目されるに至っている o したがって、本研究は実験結果自体の意義
もさることながら、今後のこの分野の研究に極めて重要な意義を持つものと考えられ、今後の発展性や生命科学の貢
献度から鑑み、学位授与に十分値するものと認める。
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